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Les enzymes reprdsentent une grande partie des 
protdines libdrdes par les pollens lorsqu'ils sont mis 
en suspension dans l'eau (STANLEY et LISKENS). 
Bien que leur connaissance soit ancienne, l es en- 
zymes polliniques avaient surtout dtd 6tudides par les 
palynologues et les physiologistes. 

De nombreuses enzymes ont dt6 raises en dvidence 
dans les pollens allergisants (BousQUET et coll. [3]) 
et le r61e des enzymes dans le eontr61e des extraits 
de pollens destinds h l'Allergologie a 6t6 suspeet6 
(BousQUET et coll. [2]). En rdalit6, les 6tudes en- 
zymatiques ont 6td surtout appliqudes h la ddtermi- 
nation de la puissance allergdnique d'un extrait, 
ainsi qu'h la recherche de contaminants. 

ENZYMES PR¢SENTI~ES DANS LES ALLERGENES 
PURIFIES 

M A T ~ . t l I E L S  ET M E T H O D E S  

Trois allerg~nes purifids de short ragweed (anti- 
g~nes E, K et Ra 3) et trois allerg~nes purifids 
d'ivraie (rye grass groups I, II  et I I I )  ont 6t6 gra- 
eieusement donnds par le docteur H. BAEI~. Ils ont 
dtd testds avant et apr~s dbullitiou. 

55 activit6s enzyInatiques ont 6t6 recherch~es au 
moyen d'une microm~thode, le systbme Api-Zym 
(La Balme les Grottes, Montalieu - Vercieu) [2, 3, 
4 , 5 ] .  

R I ~ S U L T A T S  ET D I S C U S S I O N  

Seuls deux antig~nes purifi6s prdsentent une acti- 
vitd enzymafique. Une aetivitd de phosphatase acide 
a gtd notde pour les antigbnes E et rye grass group 1. 
Les extraits bouillis n'avaient plus d'aetivitd enzy- 
matique. Le dosage de la phosphatase acide au moyen 
de la technique spectrophotomdtrique de ANDERSCH 
et coll. [1] (Laboratoires Boehringer Mannheim 
Gmbh) a eonfirmd les rgsultats obtenus avec la 
gamme Api-Zym e t a  montrd qu'il existait 60 m U I /  
mg d'antiggne E et 25 mUI /mg  d'antigbne rye grass 
groupe I. 

Ce dernier poss~de aussi une activitd lipasique 
mais elle persiste aprgs dbullition de l'antigbne. I1 
semble done qu'il s'agisse d'une activitd non spdei- 
fique. 

La prdsence d'enzymes au sein des allergbnes pu- 
rifids a une double signification. I1 s'agit soit d'im- 
puret6s ayant une activitd enzymatique soit d'une 
aetivitd enzymatique de I'antig~,ne purifid. Le fait 
que seuls deux des six antig~nes testds aient une 
activitd phosphatasique semble dliminer le r61e des 
impuretds. 

COMPARAISON DE LA PUISSANCE ALLERGENIQUE 
D'UN EXTRAIT DE POLLEN 

AVEC LES DOSAGES ENZYMATiOUES 

M A T E I ~ I E L S  ET M E T H O D E S  

Trois espbces polliniques ont dtd dtudides : la 
daetyle (Dactylis glomerata), l'ivraie (Lolium pc. 
renne) et le short ragweed (Ambrosia eliator). Cinq 
extraits eommerciaux et un extrait de rdfdrence ont 
dtd examinds pour ehaque espbee (tableau I). 

La puissance allerg~nique a 6t6 mesur6e au moyen 
du RAST-inhibition selon la technique de GLEICH 
et coll. [7].  Deux dosages enzymatiques eolorimd- 
triques ont dtd rdalisds : la phosphatase acide selon 
la mdthode de ANDEnSCH et coil. [1] et la leucine 
aminopeptidase (LAP) selon la mdthode de NAGEL 
et coll. [9].  Les rdactifs sont sous la forme de Kits 
pr~ts "~ l'emploi conimercialisds par les Laboratoires 
Boehringer Mannheim Gmbh. 

R I ~ S U L T A T S  ET D I S C U S S I O N  

L'aetivit6 allergdnique des extraits 6tait tr~s va- 
riable car la quantitd d'extrait ndcessaire h inhiber 
l'aetivit6 du RAST de 50 p. cent dtait de 0,5 .ul h 
10 ,~1. Les variations 6taient retrouvdes pour l'acti- 
vitd enzymatique, la phosphatase acide ayant des va- 
leurs comprises entre 10 mUI/ml  et !0 000 m U I /  
ml, et la LAP de I mUI /ml  -h 340 mUI/ml .  

(*) CHU, H6pital  i'Aiquelonque, Montpellier. 
(**) Labora lo i re  des  Stal lerg~nes,  Joinville-Ie-PonL 

Tir6s & pa r t  : [. B©USQUET, CHU, HSpitcEl t'Aiqaelongue, a v e n u e  
du  Major F landre ,  34059 MONTPELLIER CEDEX (France}. 
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TABLEAU I 

~ X T R A I T S  T ~ S T £ S  

LABORA- lgUISSANCE C O N S E R -  
T O I R E  VATEUR 

~ E M A R -  

QuES 

Dactyle Dome 5 000 PNU glyc6rine 
Bencard 2,5 % glyc6rine 

Stallerg~nes 5 % glyedrine 
Greer 5 % glyc6rine 
Greer 5 % lyophilisd 

NIBSC 10 % lyophilis6 dialysd 

Ivraie Dome 5 000 PNU glycdrine 
Bencard 2,5 % glycfrine 

Stallerg~nes 5 % glycerine 
Greet 5 % glycerine 
Greer 5 % lyophilis6 
BOB 10 % lyophilis6 

Short Pasteur 1% salin 
ragweed Bencard 2,5 % glyc6rine 

Stalle~g6nes 5 % glycerine 
Greer 5 % glye6rine 
Greet 5 % lyophilis6 
BOB I0 % lyophilis6 

La eor%lation entre aetivitds allergdniques et en- 
zymatiques a dr6 effectu6e au moyen d 'un programme 
informatique Harwell explorant la rdgression mul- 
tiple. 

Pous les extraits de dactyle aueune corrdlation ne 
fut observde peut-6tre parce que l 'extrait le plus 
concentr6 dtait dialysd. Nous avons alors %alis6 la 
dialyse d 'un extrait de dactyle pendant quatre heures 
contre de l 'eau et h travers une membrane laissant 
passer les moldcules de moins de 2 500 dahons. 
Cette opdrafion entraine une perte de 80 p. cent de 
l'activitd enzymatique et allergdnique. 

Pour ce qui concerne les extraits d'ivraie, il existe 
une bonne cor%lation entre le dosage de la phospha- 
tase aeide et l'aetivit6 allerg6nique (p < 0,01) 
(fig. 1). Par  contre aucune corrdlatien n'existe avec 
Ia LAP, peut-6tre parce que les taux de LAP sont 
trop faibles. 

Par  contre, pour los extraits de short ragweed, 
on note une eorrglation significative entre los 
deux dosages enzymatiques et l'activit6 allergdnique 
(p < 0,01)(fig.  1). 

CONCLUSIONS 

Malgrd le faible nombre d'extraits testds, nous 
avons observd nne corr61ation signifieative entre les 
aetivitds enzymatiques et allerg6niques de eertains 
extraits de pollen. Pour la daetyle aneune eor%la- 
tion n 'a  pu 6tre mise en dvidenee peut-6tre parce 
que les enzymes ehoisies ne sont pas eorreetes ou 
paree que l 'extrait le plus eoneentrd 6tait dialys6, 
ou paree que les dosages enzymatiqnes ne peuvent 
pas 6tre appliqu6s h eette esp~ee de pollen. Pour 
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FIG. !. -- Cemparaison de l'activitd allerg6nique mesurde pa~ 
la teehrdque du RAST. inhibi'tion avee les dosages enzy- 
matiques exprlmds en mUI/ml. 

l 'ivraie, le dosage de phosphatase acide semble cor- 
rdler l'activit6 allergdnique et nous avons aussi ob- 
servd qne l 'antigbne Rye grass group I avait une 
activitd de phosphatase acide. Enfin, pour le short 
ragweed~ phosphatase acide et LAP corr~lent l'aeti- 
vit6 allergdnique, et l'antigSne E a une activit6 de 
phosphatase acide. 

En fair, les 6tudes r6alisdes ne portent que sur six 
extraits de chaque espbce et los r4suhats hautement 
significatifs peuvent 6tre plus apparents clue rdels. 

RECHERCHE DE CONTAMINANTS 
DANS UN EXTRAIT DE POLLEN 

Les extraits de pollen contiennent un grand nom- 
bre d'hydrolases en quantit6 souvent abondante, 
mais certaines enzymes sont toujours absentes d ans 
les extraits obtenus avec des pollens parfaitement 
purs. Trois activit6s glucidasiques n 'ont jamais 6t6 
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ddtectdes en utilisant la gamme Api-Zym : il s'agit 
de l'a et ~-glucosidase et de la ~-glucuronidase. Nous 
avons done focalis6 la recherche de contaminants 
non polliniques au moyen de ces trois aetivitds glu- 
cidasiques. 

MATI~RIELS ET MI~,TttODES 

Deux contaminants majeurs existent au sein des 
mati~res premidres polliniques h cause du mode EsP~cE 
d'obtention des pollens. I1 s'agit des ddbris vdgdtaux 
non polliniqucs (infloreseenees et feuilles) et des 
moisissures. Nous avons done examin6 des fleurs, 
des fleurs moisies, des pollens purs et si possible 
contaminds provenant de la mdme esp~ce. Nous 
avons testd trois moisissures : Ahernaria tenuis, Dactyle 
Aspergillus niger et Hormodemlrum hordeL Les ex- 
traits de pollens que nous avons rdalisds ont 6td corn- 
pards h des extraits eommereiaux provenant si pos- phldole 
sible de plusieurs laboratoires (Stallerg~nes, Dome, 
Beneard, Hollister-Stier, Greet et Pharmacia). 

Les dtudes enzymatiques ont 6t6 effeetudes au Pissenlit 
moyen de la gamme Api-Zym. Les trois activitds 
enzymatiques particulibzement examindes dtaient l'(x- 
glucosidase (substrat : 2-naphtyl-a-D-glycopyrano- Trhfle 
side), la ~-glucosidase (substrat : 6-Br-2-naphtyl-~- 
D-glycopyranoside) et la ~-glucuronidase (substrat : 
naphtol-A5-BI-D-acide glucuronique). 

RI~SULTATS 

Ils sont indiquds dans les tableaux II et III. En 
ce qui  eoncerne les extraits que nous avons p r d p a r g s  

nous-m@mes, nous n'avons jamais observ6 d'aetivit4 
glueuronidasique ou glueosidasique au sein des po l -  

lens purs. Nous avons test6 actuel lement  plus de 

Armoise 

P l a n t a i n  

T A B L E A U  II 

COMPARAISON DE L'ACTIVIT]~ ENZYMATIQUE 
DES EXTRAITS DE POLLENS ET DE FLEURS 

I~XTRAIT 
TEST~ 

~ o 

& 

Pollen p u t  0 
F leur  0 
Flettr mois ie  + 

Pollen pu r  0 
P leu r  + 
F l eu t  moisie + + 

Pollen pu r  0 
F leur  0 
F l eu t  moisie ÷ 

Pollen p u t  0 
Pollen con t amin4  0 
F l eu t  0 
F leur  mois ie  ÷ 

Pollen put 0 
Pol len con tamin6  0 
P leu r  0 

Pollen pu r  0 
P leur  0 
F l eu t  moisie ÷ 

+ 

0 
+++ 
+++ 

0 
+++ 
+++ 

0 
++ 

+++ 

0 
++ 
++ 

++++ 

0 
÷+ 

+++ 

0 
++ 

+++ 

0 
0 

+++ 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

T A B L E A U  III 

ACTIVITE DE LA ~-GLUCOSIDASE DANS LES DIVERS EkTRAITS DE POLLEN 

ESP~CES DE POLLENS 

POURCENTAGE DE 
CONTAMINATION D'UN EXTRAIT 

DE POLLEN NATUREL * 
(p. cent) 

ACTIVIT~ ENZYMATIQUE 
DES EXTRAITS DE POLLEN 

NATUREL DU- COMMERCE 

Chiendent (A gropyron repens) 

Daety le  (Dactylis glomerata) 
Armoise (drtemisia vulgaris) 

Pissenlit (Taraxacum officinale) 
Solidage ( Solidago speciosa) 
Par id ta i re  (Parietaria officinalis) 
Trdfle (Trifolium pratense) 
CyprUs ( Cupressus sempervirens) 
!Vfutier du  3 a p o n  (Broussonetia papyrifera) 
Tro@ne (Ligustrum vulgare) 

0 

0 

10 

0 

0 

20 

30 

0 

0 

0 

0 0 

0 0 

+ 0 
0 0 
0 0 

+ ÷  ÷ ~ + ÷ +  

+ + ÷  + 

0 0 
0 + + +  
0 0 

* Les  ex t r a i t s  de pol lens <~ na t u r e l s  ~) s o n t  ceux  prdpards  pa r  nos soins. 
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60 esp6ces rdcoltdes souvent sur plusieurs anndes. La 
~-glucosidase et h u n  degr6 moindre l'(z-glucosidase 
sont prdsentes dans la plupart des extraits de fleurs 
s6eh6es que nous avons pr6pards, en particulier ehez 
les gramin6es et les composdes. Par eontre les fleurs 
d'ombellif~res, d'ol6acdes et du plantain semblent 
avoir une activit6 g!ucosidasique faible, peut-~tre h 
cause d 'un ddfaut d'extraction. Les fleurs moisies 
ont des activitds glucosidasiques toujours prdsentes 
et dlevdes et dans certains cas on trouve des activit6s 
~-glueuronidase. 

Les trois moisissures test~es ont une forte aetivit6 
~-glucosidase et Alterr~aria tenuis a en outre une ac- 
tivitd ~-glucuronidase. 

La eomparaison des extraits de pollens que nous 
avons r6alisde avee les extraits commereiaux de m~me 
esp6ce montre une bonne concordance pour les gra- 
mindes (sauf pour un lot de fdtuque qui semble 
eontamin6). Les rdsultats observds chez les composdes 
sont plus variables. Les extraits de pollens d'herba- 
c6es telles que trifle, pari6taire, ortie, sont le plus 
souvent eontaminds. Enfin des r6sultats variables ont 
6t6 observds pour les arbres. 

DISCUSSION 

La prdsence d'activit6 {3 ou a-glucosidase ou ~- 
glucuronidase en utilisant les substrats indiquds, 
semble prouver que l 'extrait de pollen est contamin6. 
Deux contaminants majeurs des mati~res premibres 
polliniques poss~dent de telles activitds enzyma- 
tiques. 

Quelques restrictions doivent ~tre apportdes. 
- - E n  utilisant d'autres substrats, les activitds 

glueidasiques absentes peuvent thdoriquement ~tre 
trouvdes dans les pollens. Cependant, nous cherchons 
une mdthode de contr61e et non la caractdrisation 
exacte des enzymes des pollens. 

- -  Certaines inflorescences semblent possdder 
moins de ~-glueosidase que d'autres, ce qui rend la 
gdndralisation du test impossible. I1 faudrait tester 
toutes les esp~ces. 

- -  On ne peut pas facilement sdparer h l'aide de 
ces trois activit4s enzymatiques les inflorescences des 
moisissures, il est vraisemblable que l'dtude d'acti- 
vit6s suppldmentaires pourra trancher [4] .  D'autres 
contaminants peuvent prdsenter de te]les activitds 
gluc~dasiques, mais en fait le problbme essentiel est 
de savoir qu'un extrait de pollen est contamin6. 

La recherche de la contamination d 'un extrait de 
pollen n'est pas simplement acaddmique mais elIe 
ddbouche sur des probl~mes pratiques. L'injection 
d'allerg~nes dans le but d'une d6sensibilisation spd- 
cifique peut induire des sensibilisations nouvelles si 

l 'extrait inject6 contient des allergbnes nouveaux 
pour le snjet (GREENERT et coll. [8]) .  D'autre part 
l'allergie au jus extrait de feuilles de gramindes est 
pr6sente ehez une faible population d'allergiques aux 
pollens de gramindes. Enfin nous avons observ6 un 
cas clinique particulibrement intdressant (BousQUET 
et coll. [4]) .  Une femme prdsente pdriodiquement 
au printemps et en automne des ldsions cutandes de 
vascularite allergique. Les tests cutands rdalis6s sont 
positifs aux extraits de trbfle contamin6 (/3-glucosi- 
dase + )  et n6gatifs aux extraits de trbfle non con- 
taminds ({3-glucosidase - - ) .  Bien que la signification 
exaete de ces tests ne soit pas encore totalement 61u- 
cidde~ il semble que la contamination de l 'extrait 
soit responsable de la positivit6 du test. 

Ainsi, le test r6alisd, simple, pourrait permettre 
une analyse rapide et peu ondreuse de la contamina- 
tion des extraits de pollens. 

CONTROLE DU CONTENU ENZYMATIQUE 
D'UN EXTRAIT 

Au moyen de la gamme Api-Zym, on a la possi- 
bilit6 d'obtenir tr~s rapidement, avec nne qnantit6 
tr6s faible d'extrait (200 ~1 d'un extrait au 1/10), 
une analyse du contenu enzymatique d'un extrait. 
Les enzymes sont des protdines fragiles dont l'acti- 
vit6 disparalt sous Faction de divers facteurs dont la 
chaleur. Ainsi si on obtient un spectre enzymatique 
d'un extrait commercial juste aprbs sa prdparation 
on a un moyen simple pour eontr61er son eontenu 
enzymatiqne au cours du temps. I1 est bien 6vident 
que la technique de caractdrisation enzymatique est 
grossi~re et ne fait pas appel h la recherche ou/et  
au dosage des antig~nes. Cependant, si une modifi- 
cation de l'aetivit6 enzymatique est not6e, on peut 
en conclure que les caract6ristiques de l'extrait sont 
diffdrentes et que quelque chose s'est pass6. Le test 
enzymatique pourrait donc avoir un r61e de d6pis- 
tage malgrd ses imprdcisions. 

CONCLUSIONS 

Les dosages et caractdrisations enzymatiques re- 
prdsentent une approche simple du contr61e des ex- 
traits polliniques destinds aux tests. Ils ont l'avan- 
tage d'etre peu ondreux, reproductibles, de r6alisa- 
ton facile dans tout laboratoire et sont applieables 
h toutes les esp~ces de pollens. Mais ils ont aussi 
des inconvdnients. En effet, il n'est pas clairement 
et ddfinitivement dtabli ehez l 'homme que les enzy- 
mes sont des allerg~nes et les rdsultats que nous 
rapportons iei sont souvent fragmentaires et mdritent 
une confirmation. 
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